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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) 2' 0-Alkyl-oligoribonukleotide, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung als 
Antisense-Oligonukleotide 

2'0-Alkyl-oligoribonukleotide. aufgebaut aus 8 bis 35 
Nukleotiden der allgemeinen Formal II 



in 




(id 



OR 



worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 

R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und 

E 1 ein Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphorami- 

dat- oder Phosphorthioatrest ist # 

Oder deren 2'-OH oder 2'-Desoxyderivat, 

wobei in mindestens inem der Nukleotide R Alkyl mit 2 bis 

30 C-Atomen ist; die Bausteine, aus denen sie aufgebaut 

sind. Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung 

als Antisense-Oligonukleotid , Sonden, Primer oder Primer- 

abschnitte. 
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Beschreibung ^ 

tare Sequenzen von ^gen bridisier en und auf diese o asen sequenz-spez.f.- 

komplementar zu dem ko mptementar zum * nU P^tf isch e Inhibitoren der Genexpre 
Csen^haben;*^ 

DieVerwendungvonsyn u ukkotl de .hat mclen ' e ■ besleht jedochdann •« "J" fl zu 

Analoge zu synthemieren ^ ° h die s(ch bisher vor aiiem horamidate . . Erfindung 

Eines dieser bekannten on h wirkung von RN * ""o eispie | fur 2' O modifiz»erte "ng ^ y-O-Methyl- 
vo „ der festgestelh wurde d »B ^ a ^ Ein we.teres Be.sp.e ^ NuWe aseres.stenz der 2 - tt 

Es ist bekannt, OUg°" Research 17 .(9H o. D UethoxytrUy^2'-0-methyinD ^ ^ kova . 

einer spateren Stufe 8 r °^ HersteHung methyiier * h {ten , vo r allem der txpi m 6guch. 

HerWWnmlkrhe Verfahrw *w der ungOnstigen Ej««m dungen auf d.esem Weg 

Alkylierung mit ^£™ e ^g gr &Berer Me " g f^*^ 2Sbt 5ich die Tatsache. e, £^£Sg von Methyl- 
rungsmittels .st die "^^Jf&chteil des Verfahrens erg™ s k i eosiden unter „Verweno * ifl unter 

Als ganz ^"SSn zur HersteHung vo » 2 O JK dfe HersteHung ™ ^^Methytol^ 
stes kaum moglich ist. Me">°" Beispiel w.rd in EP 2W teUun g von gew"*** ken organischen 

Verwendung von Methyijoow w und Silberoxid una'u | azap hosphorin t B \> u " r ' 6tieen fur die 

h unter Verwendun* » DieSC ^£2 Mengen sehr von 

Base 2-tert--But y hm.no-2-^tr l y lg ^ 41-49 W HersteHung groBerer^Meng ^ 

HersteUung von 2 ^! tel { ungv onanderen 2 O -A Kym 2 ,. 0 . mod ,f,zierte ou f°"° zur HersteHung 
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(U) 



— E'O OR 



B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, |Q 

^^^^ aim .... 2 «. 30 

Hydroxylgruppe oder einen Phosphatesterrest, oder e>ne durch « n «^^J« worinin dem Nukleotid der 
(insbesondere2bis4)C-Atome^v^ sind aus Nukleotide n aafgebaut, deren 

z °£ r = - — Nuk »~ b - n das a,,gemem be ' 

bekannten Oligoribonukleotide.. ublichist) ver « h, ^ de ^ ,n f d der Formel ,, aufge baut sind sowie Oligoribonu- 
Bevorzugt sind Oligoribonukle otuie. die nu r ^^£^£S%Z zwischen diesen Baasteinen Bauste.- 
ldeotide.die vorwiegend aus Nuk^oden der Formel " f uf 8 eb *". S ' r n ° rfindlin sgemaB en 2'-0-Alkyl-Oligor.bo- 
ne enthalten. die in Position 2' OH oder » SeL^e der Oligoribonukleotide ist die 

nukleotide richtet sich nach dem Anwe ^ u ^^iE^ e ^ e S™ b edingungen. z. B. bei Anwendung als 
BindungsfahigkeitandieZ.eisequenzuner^^ Anlendung als Primer unter den 

Antisense-Oligonukleotide unter Php'otopsche ^ ^SnTalfAntisense Oligonukleotide bestehen d.ese 
ggSSiySr*^ Nukieotiden, insbesondere 8 bis ,9 

Aafnahme in die Zelle. neue 2'0- Alkyl-Oligoribonukleotide, in denen Alkyl Ethyl 

Nachweis spezifischer DNA oder RNA verwendet wwtoLW DN^Amplifikation eingesettt werden. 
nen auch als Primer bzw. Primerabschnitte bet der ' ™ mo S erten Oligoribonukleotide Modifi- 
"'zJsatz.ich zur r-Modifizierung Y^^^^f^S^Sl-En^. Mogliche Modifikationen 
kationen an anderen Pos.t.onen ■« f '^ 4 ^g^!^i 0 Un oder andere prosthetische Gruppen sow.e - 
sind an sich bekannt; dazu zahlen nuoresz.erende Gruppen^ Grupp ierungen wie Thiocholestenn oder 

der rTe^ k6nnen nach a " ^ bCkanmen Verfahren hCrgC " 

St tn W VeSren zur HersteHung eines O.igoribonukleot.des. aufgebaut aus 8 b,s 35 Nuk,eotiden der aUgeme, 



nen Formel H, 
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— E'O OR 
worin 
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einen Phosphitester, H-Phosphonat- oder 

lipophile Gruppe modifizierte Hydroxylgruppe > brfeuten l^enz vefknupft iind gewiinschtenfalls in das so erhal- 

C^einfOhri U nd gewOnsch.enfaHs 

& !^K:5K?Ser vorliegenden Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Hers.ellung eines 
oS^SSJSSt^b^ £ 8 bis 35 Nuk.eotiden der allgeme.nen Forme. M 



OB 



15 



20 



25 



— E ! 0 OR 
worin 



B Cytosin. Uracil. Adeniru Guanin oderlnosin bcdeutet, 
l^K^ — "l» S pHonh»a, re „ is, 

Oder deren 2-OH- oder 2'-Desoxydenvate d $f unabh a ng ig voneinander erne Hydroxylgruppe. 

and worin die endstandigen Gruppen in den ^^^S^^^ od^r lipophile Gruppe modifizierte 

2 Trlh folgendes mehrstufiges Verfahren herstellt 

a) Alkylieren eines Nukleosids der allgemeinen Formel IV, 
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(IV) 

HO OH 



woH.Bg.scn^es^n^^^^ 



R-Z (V) 



„o,n R AM n,i, • bis 30 C,« is, und Z «r ein. Aogangsgrnppe (, B. Halogen. To* 

c^osphoryUeren to .us den, Reak-ionsgemisch isoU.^ r-O-AWnukleosides durch IMseuen n,,. 
e „em Pbosphorylierungsmi.,^^ 

d) .solieren des ^"^^SS^ST^iS^ Oder iso-Copanol »»d Ab.renn.n des er- 

z .rs? h r 2 « 

rails in das so erhal.ene OLgonukleo .id ma. „*£3en Ell dp,oduk,en ein Nnkleosid (IV) verwendel 

"~— ~ Urac " ' mha,,en " 

HI™ FnHorodukten ein Nukleosid (IV). in dem B N J -Cyanoethy.urac.i isl 

Nfltriumhvdrid als deprotonie- 

^Se E S?^^ TemperLren bis h6chstens 

KreTK^ 

Das erfindungsgen.Be Verfahren zur He-Hung^ 
herkommtichen Verfahren zur Her^ltan^OJjJ*^ 

einen vereinfachten Verfahrensablau und bessere ^be^n au herk0mmlicnen Kopplungsmethoden Em 
der Oligoribonukleotide aus den Nukle °" d * a v U *Se^s besteht darin.daB die Alkylierung des Nukteos.ds zu 
wesentlicher Aspekt des erfindungsgemaBen ^ Verfahren in einer friiheren Surf e des 

dem benotigten r^k^Uw^mC^^^^^om^ ver)ustreichste Stufe> vor a i,em 

^hS» 
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insbesondere 3'-OAIkylnukleosid) bedingt ist Da erfindungsgemaB diese Stufe zu Beginn des Gesamtverfah- 
rens ausgefuhrt wird, ergibt sich eine wesentliche Verbesserung der Gesamtausbeute des Verfahrens. Durch die 
erfindungsgemaBe Ausfiihrung des Alkylierungsverfahrens wird die Bildung der Nebenprodukte (besonders 
vorteilhaft des Nebenproduktes 3'-0-Alkylnukle sid) relativ niedrig gehalten. (In mehreren Untersuchungen 
wurde festgestellt, daB der Anteil an 3'0- Alkylnukleosiden nur 7 - 20% der Gesamtmenge der monoalkylierten 5 
(d. h. 2'-0- und 3'O-Alkylnukleoside) Produkte betragt.) Zudem ist bei dem erfindungsgemaBen Verfahren die 
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches durch Chromatographic oder Kristallisation moglich. was eine wesentli- 
che Vereinfachung darstellt (Insbesondere ist die Aufarbeitung durch den geringen Anteil an 3'-OAlkylnukleo- 
sid bedingt) 

Die Verwendung von Methyljodid fur die Herstellung von 2-O-MethyIadenosin ohne Verwendung eines to 
Katalysators wie Silberoxid ist bekannt (Yano, J. Biochim. Biophys. Acta 629 (1980), 178- 183). Die Anwendung 
dieser Methode fur die Herstellung anderer 2'-0-Methylnukleoside sowie 2'-OAIkylnukleoside (insbesondere 
2'-OEthylnukleoside) ist jedoch nicht ohne weiteres moglich. (So ist die Reaktivitat von Methyhodid wesenthch 
hdher als die der anderen Alkyliodide. Die ubrigen Nukleoside unterscheiden sich in ihrer Reaktivitat wesenthch 
von Adenosin.) GemaB der Erfindung wird die Alkyiierung von Adenosin und Cytidin vorzugsweise an den 15 
unmodifizierten (keine Schutzgruppen enthaltende) Verbindungen ausgefuhrt. Somit stellt hier die Alkyiierung 
die rste Stufe des Gesamtverfahrens dar. Die Alkyiierung von Guanosin und Undin erfolgt vorzugsweise an 
0 6 -geschutztem Guanosin beziehungsweise N 3 -geschutztem Uridin. (Die bevorzugten Schutzgruppen sind 
O e -Nitrophenylethyl beziehungsweise N 3 -CyanoethyL) Somit ist fur Guanosin und Undin die Alkyiierung die 
zweite Stufe des Herstellungsverfahrens. Im allgemeinen sind an sich bekannte Schutzgruppen geeignet, wie sie 20 
z B beschrieben werden in Welch, Ch. J. et aU Acta Chem. Scand. B37 ( 1 983). 1 47 - 1 50 
* Wie bereits beschrieben worden ist erfolgt das erfindungsgemaBe Alkylierungsverfahren mittels Alkylhaloge- 
nid (vorzugsweise Alkylbromid und insbesondere Alkyljodid) in Gegenwart von Natriumhydnd. Durch Alkylie- 
ren bei tiefen Temperaturen kann man die Selektivitat der Alkyiierung (Reduzieren der 3'-0-Alkyl»erung) 
wesenthch erhohen, wodurch die Ausbeute an gewunschtem Produkt erhoht und die Aufarbeitbarkeit des 25 
Reaktionsgemisches wesentlich verbessert wird Andererseits sinkt mit der Reaktionstemperatur die Reaktivitat 
der Reaktionskomponenten. Wie in Beispielen gezeigt wird, wird die Ethylierung von Cytidm und Adenosin 
vorzugsweise ausgehend von 0*C der Reaktionsmischung bis Raumtemperatur ausgefuhrt Hmgegen wird die 
Ethylierung von Guanosin vorzugsweise ausgehend von -60°C bis 0°C ausgefuhrt und die Ethylierung von 
Uridin vorzugsweise ausgehend von -40° C bis Raumtemperatur. 30 

Allgemein ist festzustellen, daB die Alkyiierung erfindungsgemaB bei moghchst tiefer Temperatur ausgefuhrt 
wird urn die Selektivitat der 2'-0- Alkyiierung zu erhohen. 

Nachdem Alkylieren und dem Einfiihren der erforderlichen Schutzgruppen erfolgt das Phosphory ,eren der 
Nukleoside nach bekannten Methoden (z. B. mit H-Phosphonat. Phosphoram.d.t etc.) Wenn d,e P^phoryhe- 
rung mit einem Phosphoramidit (vorzugsweise mit (2-Cyanoethoxy)-N.N-d..sopropylmonochlorphosph^am^^ 
dit) ausgefuhrt wird. das in OberschuB eingesetzt wird. wird gemaB der erfindungsgemaBen Aufarbeitung 
zunachsf ein lipophiler Alkohol (z. B. sec-Butanol oder iso-Propanol) zugesetzt. wodurch das "berschuss.ge 
Phosphorylierungsmittel zu einem lipophilen Phosphoramidit umgesetzt w.rd. Nach extrakt.ver Aufarbeitung 
kann dann das Nukleosid-Phosphoramidit durch Fallung isohert werden; 

STlSwhile Nebenprodukt das in einer Oligonukleotid-Synthese erhebl.ch storen wurde. ble.bt dabe. m 
Losun^Vnd wird dadurch vollstandig abgetrennt. Die Methode hat den Vorteil d«B chromatographische 
AufSnigJng nicht notwendig ist. Im konkreten Fall der Bausteine mit basenlab.len PhenoxyacetyUSchutzgrup- 
^S"e?GuMc2n) is. di«e Aufarbeitung besonders vorteilhaft. da die chromatognphache Tfennung nur 
Srschwert m6gSch ist bzw. zu Produkten mit niedriger KLopplungseffizienz be. der Ougonukleoud-Synthese 

Von den in dem beschriebenen Verfahren verwendeten Zwischenverbindungen sind folgende Verbindungen 
neu und ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung: 
Alkylierter Ribonukleotidbaustein der allgemeinen Formel I. 



EO OR 

worin 



35 



40 



45 



B ungeschiitztes oder geschutztes Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 

d«.^5iinMvi-cySin Uracil oder N'-Cyanoethyl-uracil. N'-Benzoyl-guanin. N'-Phenoxyacetyl-guamn 

ist. insbesondere solche Ribonukleotidbausteme worin R 
^tJ^TSA^J^^J^ Ethyl Oder n-Butyl ist und/oder E N.N-D^-methylethyl)methox- 
ypnosSoram ait o^t N.N-DKl-mlthy.ethyO-cyanoethoxyphosphoramidit ist und/oder S' D.methoxytntyl 
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oder Monomethoxytrityl ist. 

Nukleosid der allgemeinen Formel III 
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HO OR 



worin t _ , 

B in Position 6 durch Nitrophenylethy! geschutztes Guamn und 

l0 R Methyl ist, 

B^ngeschutztes oder geschutztes Cytosin, Inosin, Uracil oder Guanin ist und 



15 



20 



25 



30 



R Alkvl mit 2 bis 30 C- Atomen. 

odei ™£no ^JS^bowl.lbyl-ruJi is. urO/od.r R Aikyl mi. 2 bis 8 C-A.onKn, «l— 

M4 o 7 \ Science 238 1682-1687; Cotten, et aU (t988) EMBO J. 7. 801 »ue, aoiua ^ c „\ , 

4479-4487). Weiters .st ge«* wo^ ^^ (Hoffmann. L et al. (1990) 

8* ^ P ^£^S^^£^^^^ snRNP eine wichtige Roile in der 

Nature 346, 665 - 668). Da das processing aer k „;,ro-Svstem entwickelt, um dieses Processing 

Zellzykluskontrolle der Histonbiosynthese jp«lt wurde e n J^^^fS^m verwendet als Quelle fur 
rep.^uzierenzukflnnen<G^ ^26). Diese 6ys^ ^ ^ ^ 

die Processing-Faktoren. in erster Lm.e U7 snR NP (G.ck, O et . ejnen Kernextrakt aus sich 

8937-8940: Vasserot. A. et al„ 0989) Proc " '^^^ Processing-Signale einer 

WiS v.^n^a.Wkh.r Zl L DMA- A^nsemoleku,* „n<i Ribozym.. «*™h... S «g» d. 

U7-Sequenz,zuvergleichen. Test-Svstems untersucht, ob die nach dem 

Im Rahmen der vorliegenden Erf.ndung !^ m ^«^^£S te ulld die erfindungsgemaBen 
erfindungsgemaBen Verfahren hergestell en 2^-M^^«£nDo festgestellt. daB sowohl 

r-O-Ethyl-Oligoribonukleot.degee.gne and • ~ h ^"^^feierten Antisense-RNA-Moleku- 

die 2'-0-Methyl- als auch d 't I 2 :-°- E,hyl : OUg ° n J a °"" kl « a ^ f he ?berteVeTsind, wobei fur die Hemmung nur ein 
len bei der Hemmung des ™A- p r°ces«ng J^^^SIrna erforderlich ist. um die Proces- 
geringer OberschuB (wen.ger als 5fach)das I " h, . b ; n to "J^ e ""J , !;/ H r emmung durch ein naturliches Antisense- 
sing-Reaktion zu 80% zu mh.b.eren. u ™« Brf,n «"^ h d ' e j JJSrten Antisense-Oligonukleotide prak- 
55 RN A-Molekul ruckgangig machen, ,st die ■H^mung ™ ^* eh " wfe kfflrzlich fur die Adenosindea- 
tisch irreversibe.. ohne daB ^am.t eine Bass. B. L. et al. (1988) Cell 55. 
minase-Aktiv.tat beschneben (Bass R . U £ ^^igg E * ne m6gUche Erklaru ng fur die Irreversibihtat 
1089- 1098; Rebagliati. M. R, et al. (1987) Ce i w, w „S A im Ex trakt eelegen sein. D e vermu- 

konnte im verminderten Abbau der ^^^^^^^^t& M ^ eine hohere 
tete hohe Schmelztemperatur des ,nh ' b,t °;™^ angenom- 

l&ZS*** m Rata." der vor^nda, .EHM.* ^'^^1^7^^^^, 
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xierun* dieser S'-Nukleotide mit einem komplementaren RNA-Nukleotid oder deren Entfernung ™ueb einer 

ft 1076—10841 In Vorversuchen zur vorhegenden Erfindung war resigesieiu wuiucii, «« 

Li? - sSste Inhibitor der Reaktion ein Antisense-RNA-Molekill m.t K mplementantat zu 61 der 63 

ausschlaggebende Faktor ist 



Beispiet 1 



Hemmwirkung einer natiirlichen 63mer- Anttsense- RN A im Vergleich mit einer 
2'-0-Methyl-7U-19mer-Antisense-RNA 

Die Reaktion zur Hemmung der /recessing- Reaktion * ^^^S'^tSiSr^^. 
durchgefiihrt, wie bei Cotten. M Schaffner. G. und B.rns«d. r ^ 0 ffl^mM^ WmM DTT, 
beschrieben: Ein 15 ®. bzw. 7 Ami Al.quo, -£ e ™^ ^ 
0,5 mM PMSF. 20% Glycerin 20 mM HEPES. pH 7 A) aus einer waus y 1475 _ l489 . G ick. O. 

20fmol U7-RNA (Dignam , Lebovitz. R. R oeder R. J.^g^J^ JKdem jewcili^n Tttt-Olico- 
Kramer, A. Keller. W. und B.rnstiel M L L O"^*^™ ,5^30 min auf Eis. 30 min bei Raumtempe- 
nukleotid in Gegenwart von 5 mM MgCI* (in einem vowffln 1 von ^ t onsmlschung , enthaltend tRNA. 
ratur und 30 min bei 30°C pra.nkub.ert Danac" warden ^ ^^^^i ca . £ fmol (10 000 CPM) 
RNasir, EDTA (Endkonzentrat.onen 0 17 m ^ l ^J^^^^^ dtl wu ' rde 2 h lang bei 30° C reagieren 
einer "P-markierten Histon-pre-mRNA der Prob ^^^^^mS^^ ™* *e Proben bei 37°C. 

durch Belichten eines Rontgenfilms bei - 70° C s^^^^^Ydireestellt Die U7-Sequenz und die Maus-Histon 

DieindehVersuchenverwendetenSequenzensmdmng^ 1 ^^S^V 7 Mo , q C ell. Biol. 9. 4479-4487. 
H4-pre-mRNA sind in Cotten. ^ &haff " e ^ G - , U " d ai ^^^^^^ 

besdirieben (Die U7-RNA <"« ktion '^ SjwSS sind in Fig. 1 die Sequenzen 
purinreichen Element m der p^ 

des 7U-19mer als 2'-0-Methy - und 2 -O-Ethy -RNA) una aes u7 _ RNA _ 63mer (die zusatzlichen Vektor- 

kleotid NS19mer (ohne Komplementar^ ^ Po|vmerase .Trans- 

^u^ 

die lnhibierung des Processing durch em 19 Nuk Jeoud ^2 u MJi y RNA-Molekiil, enthaltend die zu 61 

thyl-7U-19mer bezeichnet) m.t e.nem au ^»" r ;*« m v ^W^ tomplementtre Sequenz wird als 7U-R- 
Nukleotiden der U7-RNA komplementare ^"f.^^f ^XSmer-Antisense-RNA der starkste Inhibitor 
NAbezeichnetHln Vorversuchen war festgesteUtworden^^^^^^^ ttber ^ uy RNA die 

des in vitro Processing war. wobe, dieses Molekul be^ f**™™^ ML (1989) M ol. Cell. Biol 9. 
Reaktion vollstand.g block.erte ^,^.^^^^5^ Ergebnisse in F,g. 3 dargestellt sind. daB d,e 
4479- 4487). ^rechend e^ blockiert und daB 30fmol erne 

Gegenwart von 300fmol 7U-63merRNA ca. » /o * . „ , Verglech dazu ergab das 

par?ielle Verringerung der Process.ng-Akt.vuat erg^ 

5'.0-Methyl-7U-19mer bei 300 ^J^foiSSlSSSSi mit einem lOfachen OberschuB von U7-RNA 
(Spuren 8 und 9). Als Kontrolle wurde das 2 0-Methyl 2™"^ Vorgangsweise ergab eine totale Blockie- 
prahybridisiert. bevor es dem Kernextrakt fgg^^^S^^SL^ allein vollstandig war (Spur 9). 
rung der lnhibierung (Spur 12) welche m.t 300 mo von 2 0 Methyl 7U zid-RNA via Basenpaa- 

Diese Ergebnisse zeigen. daB der 2 -O-Methyl-lnh *«° r V^f^ ekte zu Tu ckz ufuhren ist.(Wenn das Kom- 
rung funktioniert und daB d« > lnhibierung mcht au f"^^,^^^ zuge setzt wird, kann die durch 
plement zum Inhibitor nach der P«.nkuba„on^ ^ Inh^w^. <StS M, Schaffner. G. und Birnstiel. M. L. 
hSZSfc* B^ kt 44~7 g ES25SZ?<£!Z Expenments mit dem r-O-Methyl-.nhibitor 
eigaKdlBnSrtn^ 



Fig. 3: 

Spur I : nicht-reagiertes Substrat 
Spur 2: Kon troll- Processing 
Spuren 3 bis 6: 
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Processing nach einer Prainkubation mit 3, 30. 300, 3000 fmol 7U-63merRN A 

Processlngnach Prainkubation mit 3. 30, 300, 3000 oder 30 000 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer 

s 300fmol 2'-OMethyl-7U-19mer wurden mit 3 pmol U7-RNA (in Puffer D) vor Zugabe zum Kemextrakt 
prainkubiert 

DeHCernextrakt wurde mit 300 fmol 2'-0-Methyl-7LM9mer prainkubiert Danach wurden 3 pmol U7-RNA zur 
Reaktion hinzugefiigt 

'° Komroll-Processing (Die Zugabe von 3 pmol U7-RNA hat keinen EinfluB auf die Processing-Reaktion) 

MoTe e k n uUrgewichtsstandards: Hpall-geschnittenes P Br322 ("P-markiert mit Hilfe des Klenow -Fragmenis der 
Polymerase I und ®-«P-dCTP), wobei die Grofle einiger der Fragmente links von der Figur angegeben ist. Die 
15 AbSungen W und -proc" zeigen die Positionen des pre-mRNA-Substrats und des prozessierten Produkts 

an- 

Beispiel 2 



20 



25 



30 



Hemmwirkung eines Phosphorthioat- Antisense-DN A- 19mer im Vergleich mit einem 
2'-0-Methyl-7U- Antisense-RN A- 1 9mer 

Bei der Durchfiihrung dieses Beispieis wurde von folgender Oberlegung ausgegangen: Wenn die jinzige 
De^e rnfnaS 

sen is ^a^ soUte die Verwendung eines Phosphorthioat-Derivats des 7U-19mer-Ol.gonukleotids ebenfalls erne 
^KE&lt zur lnhibieru g ng zeigen (mit der erhohten 

cprt^ Bindunesaffinitat zur Komplementarsequenz emher (Zon. 1988, Pharm. Res. 5, uer ver^uu 

?u^J^»Twie in Beis'piel 1 angegeben; die Ergebnisse sind in Fig 4 ^^^SgS^ 
2" 0-Methvl-7U-19mer wurden identische Ergebnisse wie in Beispiel 1 gefunden (Spalten 4-7). Als ^onuo»e 
wuTdeein TNonsens^'-O-Methyl-Oligonukleotid, ein 19mer ohne zu U7 komplementare Sequenzen verwendet 
5?c^Siwn™HeSid (NSlSner) hat keinen EinfluB auf das Processing, wenn 3 pmol der Reaktion lynz^efug 
werden £ g Wenn das Phosphorthioat-DNA-7U-19mer in diesem System getestet wird. zeigt s.ck dafl be, 
Slmol efne ^geringe Tnhibierungder Reaktion und bei 3 pmol ca. 30% .nhib.erung stattfmdet (Spuren 9- 1 3). 

35 Fig. 4: 

Spur 1 : nicht-reagiertes Substrat 
Spur 2: Kontroll-Processing 

Spur 3: Processing nach Vorbehandlung mit Magnesium 

Proc^smg nach Prainkubation mit 3.30. 300 oder 3000 fmol 2' 0-Methyl-7U-19mer 
Pressing nach Prainkubation mit 3 pmol eines Kontroll-2'-O Methyl-l9mer 
pfoSsmg nach einer Prainkubation mit 0,3, 3, 30. 300. 3000 fmol Phosphorthioat-DNA-7U- 19mer 
Spur 14: Kontroll-Processing 
Spur M: Molekulargewichtstandards wie m Fig. 3 

Beispiel 3 

50 Hemmwirkung eines 2'-0-Ethyl-7U-19mer im Vergleich w\v einem Nitrophenylethyl-G-blockierten 

der Guanosin-Basenpaarung fiir die Inhibierung. 
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Spur I : nicht-reagiertes Substrat 
Spur 2: Kontroll-Processing 

Spur 3: Processing nach Vorbehandlung mit Magnesium 

Processing nach Prainkubation mit 3. 30. 300 oder 3000 fmol 2'-0-Ethyl-7U-19mer 

Procwsfng nach Prainkubation mit 3. 30. 300 oder 3000 fmol NPE G-2'-0-Ethyl-7U- I9mer 
Spuren M: 

Molekulargewichtsstandards wie in Fig. 3 

Beispiel 4 

Hemmwirkung eines 2'-0-Methyl-7U-l9mer im Vergleich mit einem 2'-0-Ethyl-7U-19mer 

In diesem Versuch wurde die Kernextraktkonzentration auf 7,5 ® 1 verringert. urn eine ^Pf"^^ n A "" ,y - 
se der Processing-Reaktion durchfiihren zu konnen. Das Ergebms der durchgefuhrten Versuche ist in Fig. 6 
dartestent Wenndie beiden Inhibitoren bei Konzentrationen von 3. 9. 30. 90 und 300 fmol untersucht wurden 
wurde praktisch identische Hemmaktivitat festgestellt (Spuren 3-12). Urn d.e Hemmakt.v.tat m Abwesenhe.t 
Ton Magnesium zu untersuchen. wurde der Test geringfiigig abgewandelt Wenn die be.den '"h.b.torer i in 
Abwesenheit des 2wertigen Kations direkt dem Extrakt hinzugefugt wurden und die Process.ng-Substrat-RNA 
darluS rasch n Gegenwart von 20 mM EDTA hinzugefugt wurde. wurde e.ne genngfug.g hohere Aktiv.ta 
des 2 -O-Ethyl-lnhibitors festgestellt (vgl. die Spuren 13 und 14). Beide Inh.b.tdren zeigter, e.ne Steig erung : ,h e 
Aktivitat 30 fmol. wenn sie mit dem Extrakt plus Magnesium prainkub.ert wurden (vgl. Spuren 5 und 13 fur 
2'-0-Methyl und Spuren 10 und 14 fur 2'-0-Ethyl). 

Fig. 6: 

Spur 1 : Kontroll- Processing 

Spur 2: Processing nach Vorbehandlung mit Magnesium 

Posing nach Prainkubation mit 3. 9. 30. 90 oder 300 fmol 2<-0-Methyl-7U-l 9mer 

P?oSs?ng nach Prainkubation mit 3. 9. 30. 90 oder 300 fmol 2'-0-Ethyl-7U- 1 9mer 

P?oJessing nach Zugabe von 30 fmol 2'-O Methyl-7U-19mer ohne Vorbehandlung mit Magnesium 

testing nach Zugabe von 30 fmol 2'-0-Ethyl-7U-19merohne Magnesium- Vorbehandlung 
Spur 15: Kontroll-Processing 
Spuren M: 

Molekulargewichtsstandards wie in Fig. 3 

Beispiel 5 

Bestimmung der U7-RNA-Konzentrationen in Kernextrakten vor und nach Behandlung mit Antisense-Inhibitor 

Nach Intubation mit den verschiedenen Inhibitoren wurde. 

rnCeg™^^ D 7 , 5/1 , 5 

Im einzelnen wurde wie (o f™[*ff™f™^ 

iT^ °' HNaTu "Ler 2'- O eXi oderf O-Me^^ 

p 1CO J * ?S * ^ekennzeichnet sind (4. 10- 14 16), enthielten 5 mM MgCI, und wurden 30 mm auf E.s. 
Proben. die mit Mg *f kenn "* n "f n L ° 3 V c inkubiert worauf 20 mM EDTA hinzugefOgt wurden. Bei den 
3 °K min 'plobT^TT 5) "wurde Tie Prob Puffer' (mit einem Geha.t von 0.13 mM EDTA und 
onnfzwe^^ 5 auf Ss inkubiert. worauf 20 mM EDTA hinzugefugt wurden D » ; Mapptng 

So" 6 ie RN ATeerntet und ^rkSSver 7U-RNA hybndisiert AnschlieBend 

?plus RNase Tl behandelt, urn die gesamte nicht-doppelstrangige RN A zu zerstorer, und d,e geschutzte RNA 
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H,.rrh Oelelektroohorese aufeetrennt (Fig. 7): Die Kontrolle. unbehandelte Kernextraktproben. ergaben die fur 
S^SSS'S^^^isXii 3 und U). Aus der Messung der Radioaktivitat diner Bande konnte 
gefo.ger^ weVdeVSi 7.5 ® I dieses Kernextraktes L 10-15 fmol U7-RNA enthielten. ^^^^ 
fes nS Mg 2 + aUein bewirkte eine geringfiigige Verringerung der U7-Menge sowie das Ersche men emer 
tes mix wig U7-Subfraements (Fie. 7, Spur 4). U7-Zerstorung in genngem AusmaB tntt mitdem 

5 ^7^^^^^^^ dpur sfein. Die Zerstorung von U7 ist 

jS^^tJa^ der l5^S4en«e festgesteHt. Die verwendeten Bedingungen were, d.eselben. die 
hfr dTe 7U-19mer Oligonukleotide vollstandige Inhibierung des Histon-Process.ng hervornefen (Fig. 6). Die 
'° rhwlche ^VerrineeVS in den U7-Konzentrationen und das Erscheinen des U7-Subfragments in den Spuren 
, -U sfnln ais die Anderungen. die mit Mg'Mnkuba.ion in Abwesenheit von O'.gonukieo- 

i^hlrhte wurdenTsour 4) Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuchs konnte geschlossen werden. daB die 
?J^£!SrI^S?it to 2' g O-Methyl- und Ethyl-O.igoribonukleotide nicht von einer enzymatischen 
1S VeranderungderZiel-RNAbegleitetist. 

Fig. 7: 

Spur 1:7U Sonde 

Spur 2: 7U, hybridisiert mit 20 ® g tRN A 

Spuren 3 und 1 17: Kontrolle: Extrakt, behandelt ohne Oligonukleotid. ohne Mg 
Spur4: Extrakt, behandelt mit Mg 2+ 
SDur 5- Extrakt, behandelt mit 30 pmol ssDNA-7U-l9mer 
louren 5 und 7 - Extrakt behandelt mit 30 und 300 fmol 2'-OMethyl-7U- 1 9mer 
tZZ 8 und 9: Exlrakt behandelt mit 30 und 300 fmol 2<-0-Ethyl-7U- 19mer 
^..rio Fxtrakt behandelt mit 30 pmol ssDNA-7U-19mer plus Mg 

lou e 11 und 12 Exfrakt. behandelt mit 30 und 300 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer plus Mg 
IZZ 3 und \l ixlrakt! behandelt mit 30 und 300 fmol 2'-0 N Ethy.-7i;-.9mer plus Mg- 
Sour 15 Extrakt behandelt mit 3 pmol Kontroll-2'-0-Methyl NS-19mer 
Ipur i* ExSrakl: behandelt mit 3 pmol Kontro.l-2<-0-Methy. NS-19mer plus Mg 2 + 
Spuren M: Molekulargewichtsstandards wie in Fig. 3. 

Die verkiirzten U7-Spezies. die durch NA-Oligonuk.eotid/RNase H Spa.tung gebildet wurden. sind angege- 

35 "'Die folgenden Beispie.e erlautern einen weiteren ^gS^^^^^^B DNA-Synthesizer 
Die Synthese der Oligodeoxynukleot.de kann nach S^dardwfahren^auf den ABI oiigodeoxynu- 

w ^e^f^yo^^ 

genden Schutzgruppen verwendet: 

45 Adenosin: 

N 6 -Phenoxyacetyl 5'O-DMTr (Dimethoxytntyl) 

Cytidin: , . 

N 4 -Benzovl5'-0-MMTr(Monomethoxytntyl) 
Guanosm:N 2 -Phenoxyacetyl5'-0-DMTr (Dimethoxytntyl) 

50 Uridin: 

5'-0-MMTr(Monoethoxytntyl) 

Die Herstellung dieser Verbindungen ist in 
dabei mit verlangerter Kopplungsze.t 5 ^.f^^ll^^^^.^^ (I B. 15 Stunden bei 55°C) 
55 Festphasensynthese durch die Beha f un * ™" 2 *^^ Abspaltung der NPE-Gruppe am 

von den Schutzgruppen befreit und v on dem festen 

?dTuZdi^ -finig, FUr die U7-He mm ung w.rd das Matenal 

380 B ^Synthesize, ™< <*"^^^^ 

synthesizer model 380. Issue No _^ ^C 3 l^^roeWer B ^ ^ ^ Schwefe|koh , en 

469-72 und (1986) Nucl. Acids Res. 14, f ^'l Tr»»«™terial erfotaen wobei die 5'-Endgruppe geschutzt 
stoff. Pyridin.Triethylamin 12 : 12 : 1) an dem festen Trag ermaterial^ ^(f' S der Schutzgruppen der Basen.wird 

65 ist. Nach dem Abtrennen von dem ^J^^^^^^^SS^. Material des 
das S'-Tritylphosphorothioatoligonukleotid durch RP HPLC reverse phase hkl , ) g ^ 

"K^nestd^^ 
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dc analog dem Standardverfahren (Applied Biosystem, 380B DNA Synthesizer. «sers manual Version 1.0 Juli 
?985) -it 2' O-A.ky.nuk.eosiden erfolgen mit der Abanderung, daO ,m Ox.dat.onsschntt statt Jod erne 02 M 
Losung von 3H-1.2-Benzodithiol-3-on-l.l-dioxid in Acetonitil eingesetzt w.rd. w,e m IYER, R. P- 1- Am. Chem. 

^iSa^JSSSSSileoUde kann z. B. an einem Pharmacia Gene Assembler erfolgen der 
„i%lPta£ Tragermaterial(5 ^ Polymerkorner auf Basis Polystyrol) m.t Deoxythym.d.n a.s 3 -Starter- 

""vSswSrwerden 2'-0-Ethylnukleosid(2-cyanoeth y IHN.N-diiso P ro P y.amino)ph 0 s P horamidite mil fol- 
genden Schutzgruppen verwendet: 

Adenosin: 

N 6 -Phenoxyacetyl 5'O-DMTr (Dimethoxytntyl) 
Cytidin: 

N 4 - Benzoyl 5'O-DMTr (Dimethoxytntyl) 
Guanosin: N 2 -Phenoxyacetyl 
0 6 -NPE(NPE:2-(4-Nitrophenyl)-ethyl) 
5'ODMTr (Dimethoxytntyl) 
Uridin: 

5' O-DMTr (Dimethoxytntyl) 

Kopplungseffiz.enz entgegenzuw.rken, d.e dur ^ J'V""^ « 3 o/o Tfrechnet aus der beim Entfernen der 
bedingt ist. Die durchschn.ttl.che Kopplungseffiz.enz .st ^a 98,3 /o au Reinigung: 

der Herstellung von Guanosinverb.ndungen w.rd urn d.e ^^^^p^^ t^C bfhandelt. (Mag. M. 

Beispiele fur die Herstellung von Nukleosiden 
N«-Benzoyl-5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-methyl-cytidin3a 

40 g (0,64 mo.) Cytidin warden 20 Stunden bei 1JTC am Ifed**™ j^g 
wasserfreiem Dimethylformam.d unter ^Erwarmen getort. D.e Dann * urden p0 rtionsweise. 

(0.18 mol) gewaschenem "«™$£«™Z£ ^ 5 m M ™ ^Iremperatur insgesamt 363 g (0.26 mol) 
iiber inen Zeitraum von 4 Stunden ""d unter ™™" g '"L. wurd e m ittels Diinnschichtchromatogra- 
Methyljodid (200Aig in Dimethylformam.d) zuge ™£ I£ to^Ken*™ P">dukt im Reaktionsge- 
phie verfolgt und zu dem Zeitpunkt abgebrochen ^J^^^^^^t und das Reaktionsge- 
misch stark anstieg. Bei der Aufarbe.tung ^^^^^^.S^^^^tovwM^ gereinigt (Substanz/ 
misch am Hochvakuum eingedampft. Der ^ tt ^ undV-O-Methyl 
KLieselgel - 1/10. Eluens: Chloroforrn/Methanol = ■ 5/ ) ^^^If,^^ fur be ide Isomere). 20.8 g 
lsomeren.mitNatriumjodidve^^ 2 5 0 ml wasserfreie m Pyridin 

des Rohproduktes wurden mehrmals m.t ^J'^"*" zugetropft und 60 Minuten 

ge.ost Hierauf wurden ^"^^ uber Nachtbei Raumtempera- 

geriihrt. Anschl.eBend wurden 13.5 g (^^^^^"""^J^ mit 3 00 ml Methanol verdunnt und m.t 
tur belassen. Die Re ™ h 2^IKiS?3t auf Dichlormethan geschiittet und d.e 
250 m konzentnertem Ammon.ak versetzt. iNacn pamu oreanischen Phasen wurden vere.nigt. 

waBrige Phase zehnmal mit Dichlormethan extrah.ert. D.e gesamme Iten , °g» n ^^ ™^ = 4 26/l er halten 
mU Natriumsulfat getrocknet, fi.triert und •'T^-^.E^^^f g^GSS^T^^wu^ dr«i«n^ mit 
(DC: Dichlormethan/Methanol = 10/1. Rf = °* £" d mi ^ 

Vyridin/Benzo. abgeschleppt ,n "^/'d^^ Dichlormethan 
un^u^ 
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th an/Aceton = 8/.)) gere.nigt. Es warden 253 g (25°/o) 3a und ^ ***** 

(ausgehend von Cytidin). DC: Dichlormethan/Aceton ' /.^ 7 gg^y i8(m%^H~DMTr Bz NH,5^-H),6,89 

OCH,).V(«.^-^3\M(^J":5:7 C "*o> 16236 (s 4-C«). 158.25 (s. arorn, C-OCH*). 154.37 (s, 
UC-NMR (CDC1, 50 MHz): 5 - 166 22 ( s C O). 162.36 (g u . ^ (aroni> Bz)> 

DMTr OCH 3 ). 

N 4 -Benzoyl-5'-0-dimethoxytrityi-3'-0-methylcytidin6a 
■H-NMR (CDC., 200 MHz,: 1 i- 8« W J 1- U * J**"^/* « tSSi?.^-^* 

55.14 (q, DMTr OCHj). Detritvtierung von 3a erhaltenes Produkt charakterisiert): 

2a.weiBerSchaum.DC:Dichlormethan/Methanol = 10/1 .Rf -0.Z. 5'— OH, NH). 8.15 (d. 

m = 2H : 2 H -R5 -H ,3,67(d.J - IV H^S'-H) ^ g _ 
(m ;3C.NMR(DMSO.50MHz):8 = ^6|9(s Ar-NH-C = ^ 
(d arom.), 131.71/128,86/128,79 (arom.). 95,34 (d,5-C), 88.78(0,1 m.w 1. 

3'-C).58.96(t,5'-CH 2 ).58,09(q.OCH 3 ) Detritvlierung von 6a): 400 mg (0.60 mmol) 6a wurden in 

N*-Benzoyl-3'-0-methylcyt,dm 5a (erha l « ^ re y*TC L 6sung wurde mit 0.2 ml einer 10%igen 

10 ml wasserfreiem Dichlormethan gelost und auf ~f ^ ^ h IKte^fch sofoi? rot und es fiel ein Niederschlag 
etherischen Salzsaure.osung verse.zt. D« ^^^SSS'S^tteh F.ashchromatographie (8 g 
aus. Das Reaktionsgem.sch 

•H-NMR (DMSO. ^ H M " Z ^ 8 " ^ft^e (s H). 4.33 m, 1H; 2' - H), 4,08 (m. 1 H; 4<- H). 3.9-3.7 

3^« ^ U ^ 3 '- C) ' 

2' -C), 59,46 (t. 5' - CH j). 57,38 (q, OCH 3 ). 

45 N 4 -Benzoyl-2'-0-ethylcytidin 2b 

drid (to* in Paraffin. S «wa»h«n ir.was s erfr^ 

erhalten. _ m , . br 1H . NH ) 8,62 (d, J = 8 Hz. IH; 6-H), 8.03 (d. 2H; Bz), 

'H-NMR (CDClj/DMSO. MHz): u^'Vfg* ( s br 1H- 5'— OH), 4,75* (s br. 1H;3'— OH), 4,30— 3,50 (m, 
7,70- 7,30 (m,4H; Bz,5-H).5.87 (s. IH; I ^-H) 5. 18 sbr m 3H / 0 _CH 2 -CH 3 V 

N«-Benzoyl-5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-ethylcytidin 3b 



30 



35 



40 



50 



55 



60 



65 



12 



DE 41 10 085 Al 

,<_H) 442 (sbr 1H- 3'— OH), 4,20—3,10 (m, 13H; 2'-H. 3'-H, 4'-H, O-C^-CH,, 5'-CH 2 . [with 3.80 (s. 

145 81 (d. 6-C)! 145.32/136.81 (arom, DMTr). 136.43/134.30/133,73 (arom-C. C-Benzoyl). 
130;98/130,81/129^0/129,06/12832/128,88/127,93 (arom.-C). 1 1 ( ar ?^ ^J^, ( J ™\ V, 

I'-CX 8730 (s. C-(Ph)3). 83,49 (d. 4'-C% 82.74 (d. 2'-C). 68,66 (d, 3-C). 67,00 (t 0-CH 2 -CH,). 62.01 (t 
5'-CH 2 ). 55,78 (q. DMTr OCH,). 15,45 (q, O-CHj-CHj). 

5'-0-Dimethoxytrityl-2'-0-methyl- N 6 -(phenoxyacetyl)-adenosin 9a 

50 g (0.187 mol) Adenosin warden 20 Stunden bei 80"C am Hochvakuum geirc£knet und Mmuf ™ 700 ml 
wasserfreiem Dimethylformamid unter Erwarmen gelost Die Losung wurde auf 0»C abgekuhlt und m.t 534 g 
(0&4 mo 1) gewaschenem Natriumhydrid versetzt and 45 Minuten bei <TC geruhrt Dana «^ P^« 
uber einen Zeitraum von 4 Standen und anter Erwarmung auf Raumtemperatur msgesamt 4^ g (0 3 mol) 
Methyljodid (20<Vbig in Dimethylformamid) zugetropft Die Reakt.on wurde mittels Dunnsch.chtchromatogra- 
Dhie verfolgt und zu dem Zeitpunkt abgebrochen. als der Anteil an dimethyl.ertem Produkt .m Reakt.onsge- 
S ch sta?k anSg. Bei der Aufarbeitung wurde nicht ge.6s.es Natriumjodid abgetrennt und du.Reidm^ 
m ch am Hochvakuum eingedampft. Der Ruckstand wurde mittels Rashchromatograph.e ^y^b*™* 
Kieselgel - 1/10. Eluens: Gradient von 5-20<X> Methanol in Chloroform). Dje erha tenen « | R ohprodukt 
rCem sch der 2'- und 3'-0-Methyl Isomeren. mil Natriumjodid verunre.n.gt; DC: Chloroform/Ethanol = 3/1 
£ ToTfur beide Isomere) wurden mehrmals mit einem Gemisch aus Benzol «"d Py"d,n abgesch epP« und." 
500 ml wasserfreiem Pyridin gelost AnschlieBend wurden bei Raumtemperatur 643 g (0,597 mol) Tnmethyl- 
chfore irnTugeS und nach weiteren 2 Stunden wurden 51.2 g (0.179 mol) Phenoxyess.gsau^anhydnd zuge- 
eeben und Qbe Nacht bei Raumtemperatur geriihrt Die Reaktionslosung wurde auf 1 L.ter Wasser gegossen 
mt^O ml Methanol verdunnt sodaB eine Ware Losung erhalten wurde. Nach 40 Minuten wurde Natruimb,car- 
tonaTzugegeben Soch weitere 10 Minuten geriihrt und dann mehrmals m.t D.chlormethan extrahtert D* 
Ksamme?r e n organischen Phasen wurden vereinigt mit Natriumsulfat getrocknet f iltnert und eingedampft Das 
g K!u«rR«hnr^ukt 745 1\ mit 8a/l la - 4,6/1 wurde dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt und in wasser- f . 
freie^ verset " und 2 StUnde " bei ^«m temperatur ge- . 

rQhrt D« Reakdonsgemisch wurde eingeengt und zwischen Dichlormethan und Natnumhydrogencarbonatlo- • 
ung vS te£ ^SrwXge Phase wurde mehrmals mit Dichlormethan extrahiert D,e gesammelten «Wi^hen 
Pha!en wurden tnit Natriumsulfat getrocknet filtriert und eingedampft Die so erhaltenen 112 g Rojprodukt 

?ic\ 6w75h-0-CH 2 ):62.69 (t 5<-CH 2 ). 58.24 (q. OCH,). 54.67 (q. DMTr OCH,). 

5'-0-Dimethoxytrityl-3'-0-methyl-N 6 (phenoxyacetyl)adenosinl2a 

•H-NMR (CDCh. 200 MHz): 5 - 9.43 (s br. 1 H : NH). 8,73 (s. 1H; 2- H) 8.22 (s 1H; 8-H|t 7 46 -6,99(m 14H; 
2H;5'— CH 2 ).3,5(s»3H;3'-OCH3). r CH 15847 fs arom C -OCH 3), 156,98 (s, arom-, 

2 v*?? M«hvl NMohenoxvacetvOadenosin I la wurde als Reinprodukt durch Detritylierung von 12a erhalten: 
1 ,^ M mm^72i?I^W£l wasserfreiem Dichlormethan gelost und auf -5'C abgekuhlt Die Losung 
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wurde mit 0,5 m, einer .0%igen etherischen ^."J^^S^ 
. rot and em Niedersch.ag fiel au, Nach ^d3S?SS2:ESui wurden mit N.tri- 

; natlosung verdiinnt und m.t D.chlormethan jxtrah. e ^ ^ JJ^de minds Flashchromatographie (12 g K.e- 

than/Methanol - 9/1 ;Rf = 0.48 we.Ber Schaum i H -2-H).8.08(s. 1H; 8-H). 7.42-7.26 (m. 2H; 

'H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 5 = 9,58 (s br. 1 H; NH). 872 (s, \H 2 » J. _. I • > = ^ ^ = 7 7 , „. 

PhOAc arom.), 7.13-7.0 (m. 3H; PhOAc .rom* 5.82 (d J - -7 7 Hz. 1H 1 3 ';_ H) ; 402/3>74 (2d , J = 12.8 Hz. 
2'-H) 4.88 (s. 2H; PhOAc CH 2 ). 4.36* (s. 1H; 4'-H). 4.1 (d, J - ^ Hz, in. -> * 

3'-OCH 3 ). 

15 5'. 0 -Dimethoxytrithyl-2'-0-ethyl-N«-(phenoxyacetyl)adenosin 9b 

50 g (0,87 mo.) Adenosin wurden wie fur 9a beschrieben 1 gelos, ™^ g ^„S^" 
hydriLu pension (60% in Paraffin, gew^^^ g • wurden 463 g 

5*40 ml wasserfreiem DMF wurden P^^^^J^^J^zh^Cter^t^^^^ 
(0300 mol) Ethyljodid in 50 ml wasserfreiem DMF zuge u ™^^ u ^e W i e f0r 9a beschrieben mit 44.1 g 

erfolgte in Analogie zu 8a und ^'^£^23^^ W zt und aufgear ^?K 
(0.406 mol) Trimethylchlorsilan und 58.4 g (0,203 jno > ^^l" f^'b y , 9,7 g (25%) Rohprodukt 8b/llb 

'H-NMR (CDClj. 90 MHz): 8 "9.93 (s br, 1H; ftH\ 4 92—4 55(ni 4H; PhOAc CHi, 2' — H. 3' H), 4,40 

5'-CH 2 ). 15.45 (q.O-CH 2 -CH 3 ). 

2'.0-Methyl-0 6 -[2-(4- n i"-°P hen y 1 ) ethyl 5 guanosinl4a 

Dimethylformamid gelost und be! -60 C : m.t a " g f^mo J 8 5 0 Methy , J0 did zugetropft 

Minuten bei -WC geruhr, Hierauf wurden = rhalb vo 5 Sumden^ .JH fa DunnschichLchromat o g raph,e 

und das Reaktionsgem.sch auf -15 C " w " mt A ^ 0 J e u a mch , orid versetzt und bis zurTrockene fingedampft 
verfolet ZurAufarbeitung wurde die Losung mit Ammoniumcniori Chloroform/ Metha- 

55 De tllge Rackstand wurde mittels ^S^SSS^^^^^* wtaheB - ^ 

nol = 80/l) gereinigt Es wurden 4,0 g (48%) ^"f™" 8 * 1 ?^".^ (<t o/ 0 , 9a ) mit den unten angegebenen 
UmkristalHs'tion L ^«^^^S^„VS2 dngeJampft und der Ruckstand, 2.2 g (26.5% 
analytischen Daten -halten -rden^ ^ Mu »^ 
60 g ^%?S^^ WUrdEn - ° C: Dichlormethan/.sopropano.= 5/l. Rr-0,57 

VA'fartTowffi 2HNPE) 7 65(s. 1H;8-H), 7.48(d. J =9 Hz, 2H; NPE).6,68(4 
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•3C NMR (CDCU 225 MHz): 5-159.1 (s. 6-C). 157.07* (s. 2-C), 150.96* (s. CH 2 -QPh)), 145.24* (s. 4-C), 
14393* (s 02N-C(Ph)), 138.02 (d. 8-C) 128.69/122,25 (d, arom, NPE), 1 15.55 (s. 5-C). 88.42 (d. V-C), 87.1 (d. 
f-Q. 82.11 (d. 2<-C) 70.36 (d. 3'-C), 66.29 (t, 0-CH 2 NPE). 63.0 (t. 5<-CH 2 ). 58.54 (q. 2<-OCH 3 ), 35,54 (t. 
CH 2 -PhNPE). 

2'0-Ethyl-0 6 -[2-{4-nitrophenyl)ethyl]guanosin 14b 

3 15 k (7.29 mmol) 13 wurden wie fur 14a beschrieben getrocknet in 30 ml DMF geldst. auf -60°C abgekiihlt 
und mit 0263 g (6.6 mmol) 60% Natriumhydridsuspension (gewaschen mit wasserfreiem n-Hexan) versetzt und 
let - 5-C ' 1 h geriihrt. Dann wurden 4,31 g (29.2 mmol) Ethyljodid, nach 60 m,n 2.15 g (14 6 mmol) und nach 
weiteren 60 min noch einmal 2.15 g (14.6 mmol) Ethyljodid zugegeben und die Temperatur ,„ , d.eser ■ Ze. ^langsam 
auf 0*C angehobea 3 h nach der letzten Zugabe wurde aufgearbeitet und mittels SC (Kieselgel femst. Eluens. 
DVcmormeS : D ■"eta*. & warden 0.440 g (13%) Reinprodukt 14b als farbloser Schaum 

*H NMR (CDCU 200 MHz)- 8-8.17 (d, j -9.5 Hz. 2H; NPE). 7.65 (s. 1 H; 8 - H). 7.48 (d. J =9.5 Hz. 2H; NPE] \ 668 
ia I ifsHr^ H ?-OHl575(d 1 = 76 Hz 1H; l'-H), 4.98 (s. 2H; NH 2 ), 4.83-4.62 (m. 2H; NPE 0-CH 2 ). 

1-64 Hz 2HNPECH 2 -Ph),2,85(s,tH;3'-OHM.l°(U = MHz.O-CH 2 -CH 3 ). . , ~„ „ou\\ 

?3C NMR Cbd, 22,5 MHz): 5=159.1 (s. 6-C). 157.07 (s, 2-C] . 15096 (s 4 -% l ^ ( l i \9 i SS?& 
I41<»3 is 02N-aPM) 138,02 (d. 8-C). 128,65/122.25 (d. arom. NPE). 1 15,55 (s, 5-C). 88. 42 (d -C* 87 1 (d. 
i'-C) W I (d. 2^5 70.36 (dfJ-CJi 66.29 (t 0-CH 2 NPE), 6538 (t. 0-CH 2 -CH 3 ). 63.01 (t. 5<-CH 2 ). 35.54 
(t,CH 2 -Ph NPE). 15.04(q.O-CH 2 -CH 3 ). 

2'0-Methyl-O s -[2-(4-nitrophenyl)ethyl]-N J -(phenoxyacetyl)guanosin15a 

a) 1 5 g (3,3 mmol) 14a wurden dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt und in 1 50 ml Pyridin ^><^ I™'*'* 
von 30 Minuten wurden bei Raumtemperatur 1,78 g (16.5 mmol) Tnmethylchlors.lan »8«^ p N ^."* u "J e " 
wurden 1 32 g (4.6 mmol) Phenoxyessigsaureanhydrid zugegeben und be, Raumtemperatur uber Nacht geruhrL 
D« Reaktionsgemisch wurde mit 250 ml Wasser/Methanol = 1/1 und m.t 10 ml cone. waBr.gem Ammon ak 
vSsem nach fo MSutw wurde die waBrige Phase siebenma. mit Dich.ormethan ««?»^« 
J Shin Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet. f.ltnert und e.ngedampft. Es wurden 1,85 g (95 /o) 
15a farbloser fester Schaum mit den unten angegebenen analytischen Daten erhalten 

S)Es wurden dieselben Versuchsbedingungen gewahlt. doch wurden 1,7 ^^^.^^ 
eingesetzt Es wurden l,8g(81%) 1 5a/20a erhalten. DC: Chloroform/Methanol- 5/0.3. R,=0.36 fur 15a. R f -0.38 

Hz,2H;NPECH 2 -Ph). 




OCHj). 34.87 (t, CH 2 - Ph NPE). 

2'-0-Ethyl-0 6 -[2-('*-n«trophenyl)ethyl]-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosinl5b 

asssesasasfss^ssEes 

Phcic CH 2 ) 4 H 65 m Vl^lfS sTlH;"^ 4.02/3.8% (2d. l , = 12.5 Hz 2H; 5<-CH 2 ). 3.44-3*7 (m. 2H= 

5'-CH 2 ).34,83(t,CH 2 -Ph NPE). 15.18(q.O-CH 2 -CHj). 

5^0-Dimethoxynitril-2'-0-methyl-OM2-(4-nitrophenyl)ethyr-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosinl6a 

™ i « i « mmoU 1 5a als Gemisch mit 0.3 g Regioisomer 20a wurden dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt, 
in 3&mtwl S Trf e iem SridtnTelosTund mit 2.13 g (6.3 mmol) Dimethoxytritylchlorid 2 Stunden be. Ruimtejn- 
'^JieXSTSS^^ wurde eingeengt und zwischen Dich.ormethan und waBnger Natnumb,- 
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carbonate veriei.t. Die ^ j^^j^^^ 

schetv Phaser, wurden mit Natnumsulfat getrockneU Itr.ert una . " * einigt . Es wurden 4,1 g 16a 

i = 10 Hz. 2H; NPE arom.), 7.47-6.93 (m 14H^ DM in ™~* q >'q A \ CH ) Aj57 (ad , j, = io, J 2 =6.7, 1H; 3 -H). 
1 H: I'-H* 4.86 (t 1 = 67 'H^: NPE O-CHj. J* £ *»£^ C »* ,> **3 (, 3H; 2'-OCH* 3.48 (s. 2H; 

S "™nE^^^ ,58,5 (s CH 3 0-QPh). DMTr), ,56,7 (, 

» C-NMR (CDCb, 50 MHz): 5=165.77 (s. C = 0) 160,23 (s 6-C), I£« CH,0 M ^ 02N _C(Phft 
CH 2 -0-C(Ph)) ,52.00* (s. 2-C). 15065 (%C H >-^^ 

U413 (s. arorn, DMTr). ,40.02 (d. 8 "^^ 3 ^T^fc & 

OcS.SjV^ DMTr'oCH,). 34.87 (, CH 2 - Ph NPE> 

■H-NMR (CDC, 200 MHz): 6 = 8.83 (s. 1 H: NH>. >JWI-^ I"^^) 0 ^ (dj - W 
, =?3 Hz. 2H: NPE arom.). 7.33-6J (m. 14H: DMTr PhOAc* W < LI 9 H* • Np > E O-CH.M 57 (s 2H: 
i^^^^ Sr (,U DMTr OCH* 3, (, 3H : 3 -OCH, 

i?S2S ^ 5 5?K^6^k C-O), 160.3 (s 6-C). 158.08 ^CH^^^"^ 
34.65(l.'cH,-PhNPE). 

I-.. ™itm?l W095mmol)DimethoxytntylchIo- 

ii^^^^&™.->^ l «** 0 - CH *- c,, * 

y .O-Dim=.hoxy,ri.y|.r.O- m «hyl-NMpHe n ox,a«tyl).gua n o s ,nl 8 a 

i ft Oiazabicvclo(5.4.0)undec-7-en(DBU) 

55 Flashchromatographie (4 g K.eselgel E,u ^ al ^D C:C hloroform/Meth a „ 
65 N 3. C yanoethyl-5'-0-monomethoxytrit y luridin24a 
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Dimethylformamid/Benzol abgeschleppt und in 100 ml wasserfreiem Dimet Mformamid I gelost auf o;C ibge^ 
u. hi. ,.nrf mit 325 me (\36 mmol) eewaschenem Natnumhydnd versetzt und eine Stunde bei 0 <~ gerunri. 
Ht auf wuTd „ fnnerha b 4n SSden 14.4 g (0.272 mol) Acry.nitri. zugegeben und das ^nonsgem, sch auf 
80< > C erwarmt Die Reaktionsmischung wurde auf Wasser/Dichlormethan geleert und d.e waBnge Phase wurde 
mit DSrmetSn auJeSttelt Dif vereinigten organischen Phasen wurden mit Na.numsu.fa. getrocknet. 

r,1 Di rt X e ^u£ Tjrde mitte.s Rashchromatographie (200 g Kiese.gel E.uens: = 
30/l)gereinigt Es wurden 3,5 g(4S%) weiBer Schaum 24a erhalten^DC: 

'H-NMR (CDCb. 90 MHz): 5-7,95 (d. 1 = 8.1 JJ"- 7 ; 1 ,}* ^r^i^U-m^-Hi 

MMTr),5.92(d.J = 3Hz.lH;l'-H).5.44 d, J = 8,l Hz. 1H;5-H) 4,6-4£(m.5H,2 -H.3 H.N Crt 2 .« n h 

V8(s.3H : MMTrOCH3X3.51(m.2H;5'-HX2.53(t,I= ,4368/14317 

OCHj). 36.46 (t. N - CH 2 ) 1 5.98 (t. CH 2 CN). 

N 3 -Cyanoethyl-5'-Odimethoxytrityluridin24b 

40« t r0076mol)23b(hergestelltnachSchaller.H,etal.(1963)I.Am.Chem.Soc, 3821-27) wur f"^" a '^ 
ohln mit 2 9 « f0076 mol) Natriumhydridsuspension (60%ige Suspension, gewaschen mit wasserfreiem 
n HexanWerse«f iKaTb ^n 12 h widen 1.52 mol Acrylni.ril zugegeben und das 

WcX*™?^^™* wie oben beschrieben und Reinigung durch SC (ICieselgel feinst. Eluens Dichlor- 
me,han/Aceton-30 : l)ergaben ^ f ( 5 f?»> ^^.^^^ HW^S^V.IO (m. 9H; DMTr). 6.83 (d. 1 = 9 Hz. 4H; 
1^5 2^^^ 

OCHji 36.46 (t. N-CH 2 ). 15,95(t,CH 2 CN). 

N 3 -Cyanoethyl-2'-0-methyl-5'-0-monomethoxytrityluridin 25a 

a) 600 mg (1.05 mmo.) 24a wurden in ,0 m. ^^g^^^^V^^S^ 
Zugabe von 25 mg (1.04 J"™'] « ewa % he "™ ^^MUz^^^^***** von 3 Stunden auf 
Temperatur geruhrt und dann 284 mg (2 mmol) Methyljod fj^^^^ n das Reaktionsgemisch zur 
Raumtemperatur erwarmt Zur Aufarbe.tung ^.f^™"™^^ 

Trockene e.ngedampft und zwischen Wasser und [^^^^SitriSht getroc knet. filtriert und 
methan extrahiert. Die gesammelten orgamschen Phasen wurden ™ ^atnum f 4 h |jertem 29a 

eingedampft. Das P™ 1 ^.^^^^^ Sethyie^ei ge ennt Es wurden 200 mg (33%) 25a. 48 

^^^^^^ «-« H -H H >; 5 ^ 7 ~^£% )H £ 2 2Hi 

r&)% 0 ^^^ 

5'-CH 2 X2.82(tJ-6Hz 2H;CH 2 CN^ C-OCH3). 150.13 (s. 2-C). 143.69/143.41 (2s. 

^^^^^^^^^^^ 

2-OCH3).5 ( 5 05( q MMTrOCH3X36.03(,N-CH 2 ).15.07(t.CH 2 C N) . 

N 3 -Cyanoethyl-3'-0-methyl-5'-0-monomethoxytrityluridin28a 

3' -OCH '), 54*8 (q. MMt7oCH,), 3539 (t. N -CH 2 ). 1 5.62 (t, CH 2 CN). 

N 1 -Cyanoethyl-2*.3'-0-dimethyl-5'-0-monomethoxytrityluridin29a 

•H-NMR (CDC,, 200 MH,,: 8-8.12 1(4 .- -W H* 5 <"^-g:^»' 5 fc , ? l i?!5!i!S.ttI3aS 
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SE-NMR (CDCU. 50 MHz): 5-16133 fr 4-C). 158.60 (s arom. C-^ W( f 2-^HW 

2'-0-Methyl-5'-0-monomethoxytrityluridin 26a 
Minute bei ^ um » m P«™ r ""^J* Sase mU Na.^nSa. getroeknet. fil.rier. und eingedampft. Das 
.H.NMR(CDCI t 200 MH»):6-M(tbr.1H:NHX 8.02 »'l*\h%_H) «Vdd. 1, -SJ Hi, Hi 1H; 

(q, MMTr OCH3). 

5-0- DimethoxytrityU2'-0-ethy luridin 26b 

24 g (0.042 mo.) 24b wurden ana.og zu 25a (Ansa* 
Natriumhydridsuspension (gewaschen m .t «iSStaSS voVgegangen. SC (Kieselgel feinst. 

wurden 10.53 g (0,068 mol) Ethyljod.d zugegeben und ™ ™ ^ Regioisomerfn) als weiBem Schaum 

Eluens Dichlormethan/Aceton = 12/1) ergab 6,0 g 25b ^ er ^ e, ^f chlorme ^ an ge , 6s t, mit 4.2 g (IV mmol 
Dieser wurde wie bei 26a getrockne. m 60 ml £ as Rohproduk 1 wurde durch SC (K.ese gel 

35 E£reS^^ * ^ 26b a,s graubrauner Schaum erha,ten 

^(000.3.250 MH z) :5 7 ,30(s b 

2'-0-Methyluridin 30a 

8 s „4J rnrnol) 26. wurden in 100 m, Me.h.no, ge,6s, , und bei ""-^-^ ™' S -Sen 

J,h* Lfochen Saizsaure »^^.. te ^^^ n ir^iS'^Sw««r extrahier,, die vereinigten 
Diethyle.her und Was«r ver.en. d.e "^""f^S^. Benzol und Pyridin abgesehlepp.. Es wurden 3,27 

^Twe^ 

Sn^^^^-qStQ H0,5 (d. e-Q. .0,.9> ,d. S-C> 8M5 (d, 

2'-0-n-Butyl-5'-0-MMT-N-cyanoethyluridin 
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2 g (Ssi mmol) S'-O-MMT-N-Cyanoethyl-uridin 
150mg(U Aquivalente) NaH 
0,67 ml (1,8 Aquivalente) n-Butylbromid 



geldst und auf minus 
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a ™ Mim.ten bei -50°C eeriihrt Nun wurde zu der Reaktionsldsung langsam 0,52 ml (1.4 
zugegeben und 30 Minuten bei 50 £ wurde die Temperatur langsam (innerhalb von drei 

Aquivalente) Butylbrom.d zugetropft Nach 20 Minuten wurae rf * ^ wurden n0 ch W5 

net und eingedampfL Das Rohprodukt wurde gereinigt: 
Saule: 100 g Kieselgel, Laufmittel: Dichlormethan 
Ausbeute: 300 mg rein (1 5% der Theorie) 
DC-Laufmittel: Dichlormethan : Aceton 9:1) 

R f - 0,65 (2'-O butyl).Rf = 0,44 (3' O-butyl). (d H5) 46 _ 3 ,6 (m. H2\ 

3ss@»* .....oft ^v^y^^^^^^^s^^m^ 

16.1 (CH2CH); 13.8 (CHj Butyl). Chemische Verschiebung in ppm. 

Beispiele fur die Phosphorylierung 

Nach dem Trocknen durch Absch.eppen ^ ^^ p £™l^^l£^£^ 
Nukleosids 3a. 3a'. 3b. 9a, 9b. 1 6a, 16b 18a 26a. 26b in 25 ^™^™2™SA 0ni ^ Base) und anschlieBend 
Unter Stickstoff wird die Losung m.t 2-3.6 moleq. N^-D"^^^ bei Raumtempe- 

innert 5 Min. mit U bis 2.4 m 0 '^ 2 " 0 **" 0 ?^^^ TLC beobachtet (das 

ratur versetzL Die Reaktionsm.schung w.rd dann ^^7" d . 2 e v S ^ n d ^ nn imme r noch Ausgangsmaterial vor- 
Phosphoramidit gibt mit Ninhydr.nreagens e.ne gelbe Jarbe* W enn dan" jmme * M wjrd 

handen is, werden zusatz.iche 03 moleq- gequencht und die Reak- 
danach durch die Zugabe von 3-5 moleq. l W™P^*^™^ Verdampfen im Vakuum wird das Reaktions- 
tionsmischung wird wahrend e.ner we.teren S tund ger uh rt ^[f^^^ wird zwei mal mit entgaster 
gemisch eingeengt und dann m.t entgastem Ethy f '^tat 50 ml) ^niSo'cLA^rt. Die orga nische Phase 
einmolarer waBriger Natnumbicarbonatlosung ^(100 m\) » "Jf^^Jj zweimal mit Toluol abgeschleppt und 
wird iiber Natriumsulfat getrocknet und ^^f^^^^^^Sa Fall von Purinen) gelost. Die Losung 
in 3-5 ml entgastem Toluol (.m Fall von ^ ,d ^^^fo-^) zugesetzt und der farblose Nieder- 
wirdtropfenweisetrockenemPetrolether(200 ml • f ^^™^ ^^ uti ' 8 Waschen mit Hexan wird das 
schlag wird durch Filtrieren S ™ te »' f 

Phosphoramidit im Vakuum getrocknet und „v j™^!'™ u an mitgef alltem Cyanoethyl-N.N-diisopropyl- 

S;!^S3ffi KSr SX-SjSA di e L P ^^ : 

Tabelle). 

Tabelle: Phosphorylierung von geschutzten 2<-Methyl- und 2'-Ethylnukleosiden ^ 



No. 



mmol 
Nucteotid 



Amin 
equiv. 



Chloro- Alkohol Ausbeute 

phos- fur 

phin Quenchen 



31 

Gehalt 



2 '_OCH 3 C 

2'-OCrhC 

2'-OEtC 

2 -OCH 3 A 

2'— OEt A 

2'-OCH 3 G NPE 

2'-OEtG NPE 

2'-OCHjG 

2'-OCHiU 

2'-OEtU 



MMTr 


4a' 


3,16 


DMTr 


4a 


5.12 


DMTr 


4b 


2,95 


DMTr 


10a 


1.30 


DMTr 


10b 


0,68 


DMTr 


17a 


0,28 


DMTr 


17b 


U2 


DMTr 


17a' 


1,28 


MMTr 


27a 


uo 


DMTr 


27b 


2,61 



3 
2 
3 
3 
2 
2 
3 

3,6 

3 

3 



1.2 

1.4 

1,6 

1,5 

1.5 

1.4 

2.1 

2.4 

1.5 

1.6 



i-PrOH 


7lo/o 


30/0 


MeOH 


940/0 


n. d. 


s-BuOH 


96% 


7% 


i-PrOH 


93% 


10/0 


i-PrOH 


66% 


2% 


MeOH 


92% 


n.d. 


s-BuOH 


93% 


2% 


i-PrOH 


96% 


2% 


i-PrOH 


88O/0 


3% 


s-BuOH 


97% 


2% 



4a 



' H-NMR (CDCU. 90 MHz): 5 = 8.6. 8,5 (2d J 



,7.5 Hz. 1H; 6-H. 2 diast.), 7.93-6.65 (m 19H; NH, DMTr^ 03, 
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N ..B, ra o*2,o. m ,w~ 



to 



15 



20 



25 



* tLC:2Di«tereomw Diastereomeren das Amidit enthalt 3°/o 31 [d. 6.87 ^ppm 

Vh-NMR (250 MHz, CD 3 CN; 1 Hz, IH;6-W L2d«tX 

i ftAft H7 P- H t 2,75 ppm, J -6 Hz, -CH 2 CNJ). Wy* r s ; 1 * ' i H 5-H 2 diast.l 6,9 (m, 2H; MMTr 

"-Hi I - 5 c^Th^N^ CHi(CH, , mA'^h; [3.79: S.3H,. 2-OCH, [3.57: , 

?M7OT(Sl-8Hz.IH:5-H,2dia S ^6.M(m4H:DMTr3.5 "*"*74 H : DMTr 2 * _OCH,[3.79 s 6H. 
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6Hl2'-( 

• . r O ethyl NMphenoxyac^^ 
5'-0-Dimethoxytntyl-2'-0-ethyl-N (phenoxy ^ 
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^^^^^^^^^^^ 

S5^/dS^^'^^" £H,CH,, * , * ,,, 
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2'-OCH 2 CH 3 .2x CH(CH3h 

i'P-NMR{CD3CN, 101.26 MHz): 149.71. 149,49 (2 diast); 31: 13.72 

5^0-Dimethoxytrityl-2'-0-methyl-NMphenoxyace«ylHu^ 

phosphoramiditj 18a 



it 



4<-H).3,8-3.3(m. 15H;2x D^^t 3 ' 73 ^ 6 "* 5 "Si^tolU^U »2H;i-IVci t 2di«t) 
nat 31 -.13.71 

2^0-Methyl-5'-0-mono m ethoxytrityluridinO'-0-[(2-cyanoethyl)-N.N-dii S opropylphosphoramidit]27a 




2 



2 



J' P-NMR (101.26 MHz.CDjCN): 149.75. 149.41 (2diast);31: 13.70 

5'-0-Di m ethoxytrityl-2'-0-eth y luridinO-0^(2-cyanoethyl)-N.N.diisoprop y lphosphoramidit]27b 

TLC:Rf=0.83(Ethylacetat) - niast „ eomeren das A midit enthalt 5% Hexan [m, 0.86 

<H-NMR(250 MHz. CD 3 CN; 1 : 1.1 Mischung vorr 2 Dtaster eo mer en ' a „ s , Q( fa tH;3-NH).7,82.7.73 
P pm]unH r6%3ird.6.86ppm.J-635Hz.P-H;>2.75_ppm.J = 6Hz^ ^ fM * =4 ^ 2 

(2d, J =« 
diast), 4 
-OCH 3 

"SIS (CDS'. \m»M&"l«S7. 149.18 (2 diast); 31 : 13.72 

Beispiele fur modifizierte Oligoribonukleotide 
3'-Aminomodirizierte2'-OMethyloligoribonukleotide 

A: 

N 6 -Phenoxyacetyl 
5'ODMTr 

C: 

N 4 -Benzoyl 
5'O-MMTr 

G: 

N 2 -Phenoxyacetyl 
5'O-DMTr 

U: 

5'-0-MMTr 

S«nd„,d DNA-Syn-h.*..^.,, mi, ^'""^ ^^V2^^S&£ 

durch Fallen mil Ethanol gereinigt. 

J^^SS^^ durch die UV-Absorption bei 260 n m .uantitativ bestinun, faUs erforder.ich wird 
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der Wert durch Subtraktion der entsprechenden UV-Absorptic ^ 

nm korrigiert. Der Wert der Dithiopyridin-Lmker m mod.fiz.ertem OJ,^ nm |arer 

teilmenge mit Dithiotreitol durch Absorptionsmessung von freigesetztem rynain 

Extinktionskoeffizient8.08 x 10»M-cm-') b«timmt Absorption bei 495 nm bestimmt. Der Gehalt an 

Wasser) entspricht ungefahr 16,3 AU219. 

3'-Fluoreszeinmodifizierte 2'O-Methyloligoribonukleotide 

Markieren mit FITC kann ahnlich der 
Me.hode(A g rawal.S.,Christodoulon.C.and Ga,t^ , 9mer mit der S equenz 

Losung von 10,4 AU 26 o (ca. 350 ug; 52 nmol) 2 -O M f tnv, °"?°", . . ODyl)phosp hat am 3'-Ende 

5' GAG CAC ACU UCA UGC AGUG^-«nod.h»« m.t P-^^^2^£ ot £ 1 e y .„..(Siim.) 
in 100 ul Wasser wird mit einer Losung ^g^ffS^ behandelt Die Mischung 
in 300 1 M waBriger ^^ mb ^ rb ( ^^^ £ Phamacia) mit Wasser als Eluent Das erste Eluat. 
wird einer Gelfiltrat.on unterworfen Sephadex G25PD'0, ^ Speedvac. Savant) eingedampft der 

R ^SSw^^ (PH 7) aUfgen ° mmen - AUftrennCn 

St durch RP-HPLC(Nukleosil RP-18. 250 x 4 mm : 

Puffer A: 100 mM Triethylammomumacetat, pH 7 Nachwe is durch UV-Absorption bei 260 nm und 

Puffer B: Acetonitril, Grad.entenelut.on: 0-50 Mir ,,0 50 /o B Nac _ OUgoribonukleotid m 

Fluoreszenznachweis bei 490 nm Exatation 520 nm Ema. ™>^ n ^ rfa £ | 8 _ 19 o/o Acetonitril und 41 
nicht FITC-modifizierter Form burner Gf^men^ntra^ 

Synthese von thiocholesterinmodifiziertenOligoribonukleotiden 

20 mM HEPES-Puffer ( P H 7,3) wsneedvac 5 Sa^vant^ a^f gelost in 200 ul Wasser. und weiter durch Reverse- 
enthalt, wird im Vakuum eingedampft (Speedvac. Savant,. g 
Phase-HPLC gerein.gt. (Nukleostl RP- 1 8 250 4 mm. 
Puffer A: 100 mM Triethylammomumacetat pH b,3, 

Puffer B. Acetonitril. „ OUgor jbonukleotid (entspricht etwa 1 1.9 AUm (57 

Gradientenelution: 0-40 Mm.. 0-40% ' ^^ff Sier^ mtt ungefahr 52 nmol Dithiopyridingrupper , (nach . einer 
nmot) der A««I.ngi^^^™2SSt von eTer Teilmenge eines Musters durch Dith.othreitolbe- 
UV-Bestimmung fur Pyndin (1 H)2-tnion, treigcsc^u 

handlune und AU- Wert bei 343 nm). „. .,, / lin eef ahr 255 ug. 37 nmol) von 2'O-methylier- 

" CfpMDBD-Salzbildung: Eine waBrige ^l^^SSS^^^^ ist (ungef * hr ^Sn 
tern 19mer OUgoribonukleotid, das am 3' -Ende mit p ^^ x ^ n I p yon 4 mg PMDBD-Carbonat (PMDBD): 
^-Smmung) in 250 ul Wasser wird mit 250 ^1 ™^ He f nzer . F, Soukup, M, und E***r 

WWW-Penumethyl-^ Methano , behandelt. danach muWass au 

moser. A. (1978) Helv. Ch.m. Acta 61. 2851 - 74 ) in ^ » a Lyophylisat wird in 1 ml Methanol/Wasser (1 .4) 
ein Volume* von 3 ml verdiinnt und «tf™'8« r °^£ gsSo Elution mit Methanol/Wasser 1 :4). Die 
gelost und einer Gelfiltration »"*7 0 *™ ( ^ 

OUgoribonukleotid enthaltendc J Fr.kt.on (J A AU«a jgemaB ad P ^(Speedvac), urn das 

KanoU^ 

Methanol. 30 ul 180 mM methanol.scher PMDBD l n ^^^ schun ^ J aM „ Argon wahrend 20 Stunden 
sterin (Sigma) in 300 ul Dichlormethan gegeben _D.e 5««"^Jedampft (Speedvac). der Riickstand in 400 u 
bei Raum temperatur gehalten. Die Losung w. rd 7 Va ^ m ^ n | ~ a J£ of Wasser. dann weiter mit 4 x 100 ul 
Methanol/ChloroformO : 1) gelost and ^f^vZuX^ an OUgoribonukleotid enthalten) werden 
Wasser. Die beiden waBngen Extrakte (die ,6AU!« .una • f . Volume n von ungefahr 500 ul 

vereinigt und zur Entfernung des Methanols im .Vakuum (Jpeef v ^ J ^ + ^ puffer A . 100 mM 

eingeengf Fraktionieren durch J^^^S^S^u^O-SO Min 0-50% B; 50-70 Mm 

~oS 
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enthalt. mit der Sequenz5'-GAG CAC ACU UCA UGC AGVG-3' an Thiocholesterin gebunden Das durch 
pSXhiopropionat modifizierte Oligoribonukleotid (12 Au J60 ; etwa 60nmol).als PMDBD-Salz w,rd als 
k^nprodukt der Umsetzung des ammomodif.zierten Oligoribonukleotids m.. 200 Aqu.valenten von SPDP und 
Umwandlung zu dem PMDBD-Salz erhalten. GemaB der Reverse-Phase-HPlX-Analyse enthalt dfs Rohpro- 
dukt ungefahr 75% dithiopyridinmodifiziertes Produkt (elui rt bei 20% Aceton.tr.l). verunre.n.gt ">.t 25% n.cht 
SS^Sn^m^MBMt^ bei etwa 19% Ac tonitri.X Das Rohproduk, : w.rd nm 100 £q«.v* 
lenten Thiocholesterin behandelt (Umsetzung in einem Totalvolumen von 2 ml Methanol/D chlorme han (2 3% 
das 5mM PMDBD-trifluoracetat enthalt. pH 8.5). Aufarbeiten und HPLC-Re.n.gung erg.bt 4.7 AU 2 «o (etwa 
160 ug 39%) von Oligoribonukleotid in nicht-thiocholesterin modifizierter Form (elu.ert be, etwa 18% , Acetom- 
tril).un'd 5.7 AU 260 (etla 190 ug;48%)der thiocholesterinmodifizierten Form(elu.ert be. 55-69% Aceton.tnl). 

Fig. Al und A2 

Reduzierende Spaltung des thiocholesterimodifizierten Oligoribonukleotids: Eine Wsung von 01 AU„o 
(46nmol) thiocholesterinmodifiziertem Oligoribonukleot.d (hergestellt gemaB ob.gem £nkt <d) im 900 ul 
L'u UFPES-Puffer (oH 73) wird auf eine Konzentrat on von 10 mM Dithiothreitol (durch Zusatz von M mg 
OTT ^ebrachfund KSiSn W »'C Mr 18 Stunden gehalten. Die Analyse durch Reverse-Phase-HPLC be. 
SSngen w? e oben beschrieben worden ist) zeigt vollstandige Spaltung des gesamten Ol.gonbonukleot.ds. 
IfneTnUche reLzierende Spaltung mit B-Mercaptoethanol (BME) als Redukt.onsm.tte. erg,bt dasselbe Spal- 

^.nrndukL Der Peak des neuen Produktes. vermutlich des abgespaltenen th.ocholestennfre.en Ol.gor.bonu- 

%££S$^ von etwa ,8% AcetonitriL Die Qbrigen fraheren E,u,erungs - 

peaks sind durch das Reduktionsmittel bedingt 

Inkorporierung von thiocholesterinmodifizierten 2' O-Methyloligoribonukleotiden in Liposomen 

Markieren der Oligoribonukleotide 
TWhnl^terin-modifiziertes 2' O-Methyloligoribonukleotid und ein nicht-modifiziertes r-O-Methyloligori- 

W mM HEPES TpH 73ider erste radioaktive Peak. der im DurchfluB ersche.nt. w.rd gesammelt). 

Herstellung von Liposomen 

Sumol L-a-Lec.th.n (von J'gelb. vorwiegena r y y v mt{ m emer G [ asroh re 

Diethylether (extrah.ert m. 50 mM HEPES P^^'^Sichen Beschallungsgerat beschallt Die anfallen- 

HEPES pH 73 verdiinnt und bei 2°C gelagert. 

Geifiltration der Liposomen 

Di«Upo»™<.in«T.ilmen g =v„„^ 

*xG.7 5 ^r,L<Ph^ 

„erd«» gem^sen. Als Kon.rollc wird eineT.ilmeng. 

« It" ^^*^Sr^^S^>^^^S^S5S^^SUS^»Ufi^-«-n Olig.ribonukleo.id., (Der Wen der 
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Flg .A4:Gem,trationde^ 
S'-mtrkterte Oligoribonukleotid. (mit unterbrochener L.n.e) m.t mem Max. ^ ^ ^ ^ . 

zw™e Peak der Radioaktivitat (in den Frakt.oner ' » 6 "^ ^^XJdurch den Abbau durch Nuklease oder 
preparation auftritt (gefullte Dre.ecke ^iJ^^^^S^^ bedingt 

zusamengefaQt* 



10 



Liposomeinkapselung von 
Calcein RNA 



6% 8 ° /o 
unmodifizierte Oligoribonukleotide 68 o/ 0 
_u„._.^;«.m rt Hifi 7 ierte OliKortbonukleotide l a " 



Sholesterin-modifizierteOligoribonukleotide 
1 5 Abbau durch alkalische Phosphatase 
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30 



35 



40 



45 



Molekulargewichte «il«L , nk orpora«on der thiocholesterin-modif .z.erten Ohgor 

^ifgorSnuWeotide in Liposomen inkorponert werden. 

Patentanspruche 

OBgoribonu^oUd, 1U . g .bau, . a bis 35 N«« *- *— *>""<"'• 
O B 



— E'O OR 



Tclsin. Uracil. Adenin. Guanin oder Inosin bedeutet. 



55 



60 



65 



B Cvtosin, uracu, rtucum, — - 

-i -OH oder 2'-Desoxydenvat, . ou . ,. r A tnmen ist und worin die endstandigen 

Sutea h A . t worin in dem Nuk.eo.id der Forme. U B ungeschutztes Adenin. 

2. Oligoribonukleotid nach Anspruch \. worm 

Cvtosin, Uracil oder Guanin ist. „, . 2 bis 8 C - Atomen, vorzugsweise Ethy / ist. 
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O B 



EO OR 



worin _ J , . , , # + 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosift Uracil. Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet 

R Alkyl mit 2 bis 30 C-Atomen bedeutet E ein Phosphitester-, H-Phosphonat-, Phosphatester-. Phosphat- 

diester- oder Phosphoramidatrest ist und 

S 1 eine in der Oligonukleotidsynthese ubliche Schutzgruppe bedeutet 

7 Ribonukleotidbaustein nach Anspruch 6, worin B N*-Benzoyladenin oder N'-Phenoxyacetyl-adenin, 
N'-Benzoyl-cytosin, Uracil oder N 3 -Cyanoethyl-uracil, N 2 -Benzoyl-guanin. N 2 -Phenoxyacetyl-guanin oder 
N 2 -Phenoxyacetyl-0 6 -nitrophenylethyl-guaninist 

8. Ribonukleotidbaustein nach Anspruch 6 oder 7. worin R Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen. vorzugsweise Ethyl 

^Ribonu^ nach einem der Anspruche 6 bis 8. worin E N.N-Di(l-methylethyl)methox- 

yphosphoramiditoderN.N-Di(l-methytethyl)-cyanoethoxyphosphorami^tist 

10- Ribonukleotidbaustein nach einem der Anspruche 6 bis 9. worin S< Dimethoxytntyl oder Monoethox- 
ytrityl ist 

1 L Nukleosid der allgemeinen Formel III. 
O B 

HO- 




OD) 

HO OR J 

worin c 
B in Position 6 durch Nitrophenylethyl geschutztes Guanin und 

R Methyl ist oder . rr . „ - . # . 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosin, Inosin. Uracil oder Guanin ist und 

f^l^^^E^ 11. worin B N<-Benzoy.-cytosin. N-Cyanoethy.-urad. f^enoxyacetyj- 
gZaTn Oder N'-Phenoxy^cetyl-O'-nitrophenylethyl-guanin ist und/oder R Alkyl nut 2 b.s 8 C-Atomen. 

U. vSen K2S2SSo.-«oribon«kko«id«. aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der al.gemei- 
nen Formel II. 

n ° B 

— E'O OR 
worin 

B Cytosin, Uracil. Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet 
R Alkvl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet und 

E> ein Phosphatdiester-. Methylphosphonat-. Phosphoramidat- oder Phosphorth.oatrest ,st, 
oderderen2'— OH oder 2'-Desoxyderivat, 

oaer "^P""; . . idb , ine in Gegenwart eines Kopplungsreagenz verknupft und gewunsch- 

nen Formel II 
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O B 
— E'O OR 



Seisin. Uracil Adenin. Guanin Oder Inosin bedeutet. 

R Alkyl mit 1 bis 30 C- Atomen bedeutet. und _ . Phosph oramidat- oder Phosphorth.oatrest ist 

«^ a »* emeinen Formel ,v - 



O B 

HO 




(IV) 

HO OH 



R— Z (V) 

R AM ™u . bis 30 C-A.omer, is, u„d Z for ei„= nukleophil. Abgangsgruppe («. B. Halogen, 
thoxytrityl); Reaktionsgemisch isolierten 2<-0-Alkylnukleosides durch Umsetzen 

n>rr«^ 

S lSSn d« ^AMnuk^Ph^P^^^^^ is o-Propano. und Abtrennen 
durch Zusatz eines lipoph. en Alkohols vorzugsw*« Extraktion und Ausfallung; und 

des erwiinschten r-O-Alkylnukleos.d-Phosphorajn.a.ts zusammen mit obengenannten 2 -OH 

f Jr*r .erhaltenen Ribonukleot.dbausteine (g L e * unsch " " „"f t rfie Schutzgruppen abtrennt und ge- 

=hrt " „ A ch 14 worin zur Herste.lung von Guanin entha.tenden Endprodukten «n 
15. Verfahren nach Anspruch 14 *°™ r2 .(4.Nitrophenyl)ethyl]-guanin ist. . r-..*«w.rt von 

Tv"l^z!r"H:miL 8 «ines Subside, d<r .llgemein.r. Forme, III. 



HO 



O B 




(01) 



HO OR 



26 



DE 41 10 085 Al 

.orinBg.schames^rung^ 

£to*i£mS.idm«. daB m,n ein Nukleosid d=r .ngenwna. Formel IV 
O B 

HO -y <,v, 

HO OH 

worin B geschiitztes Oder ""K^** 51 ^*** 2 ** * ^^J^*^^^*^^" "^^^^^^1^*^* f^«T«i<^i*^^E i «ch^Utz * isv"ir^*<>eK««^ 
R-Z (V) 

worin R Alkyl mil 1 bis 30 C-A.omen is. »nd Z For «ine -ukteophite Abgangsgruppe s.eh.. umsem and 

S'^lt^s^^ ' - —.Cigon^Ud. 

Sonde. Primer oder Primerabschnitt 

Hierzu 7 Seite(n) Zeichnungen ^ : 



27 



THIS PASE BLANK 



WSFTO) 



Nummer: DE41 10 065 A1 

ZEICHNUNGEN SEITE 1 

Int. CI. 5 : C07H 19/20 

Offenlegungstag: 1 . Oktobor 1992 



Histone H4 pre-mRNA 3 ^ g C 

CAGUCACAGUCGAGAGGACUUCUCUGACACCAAC GCAAUCCCUUUCGAACAUAAGG 5 



u u 

u u 

A U 

G C 

G C 

G C 



5' AAGUGUUACAGCUCUUWAGA^^ CCCU 

U7RNA U 1 

U 

u 
u 



TC AC A AUGUCGAGA AAAUC 
2'-0-methyl 7U 19mer 
and 2'-0-ethyl 7U 19mer 



S' 



C 

u 

G 
A 
C 
U 



A 
A 
A 
A 
G 
G 
C 
U 
G 
G 



UC 



CACAATGTCGAGAAAATC 5* 
ssDNA 7U 18mer 



TAUAGCUACUC AACGGAC A 5' 
2'-0-m£thyl Nonsense I9mer 



UAUCACAAUGUCGAGAAAAUCUUAAACAGAUCGUCCAAAAGACUGAAGCCAGCCUUUUGCGGA~> 



ICUGGACGUCCGUACGUUCGAA1 
RNA 7U 63mer 



p 



UUCGAAAGGGl 5' 



Fig. 1 
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